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●原著

酸素中毒と血漿 HydroxylRadicalの変動について

中山 徹＊ 三宅修司＊ 高野尚志＊

土井庸正＊＊芝山正治＊＊秋場 仁＊＊

真野喜洋＊＊

酸素中毒発生の指標を検討する目的で，ウサギを100％及び50％の高濃度酸素暴露し，血漿中の

Hydroxyl Radical C •OH), GSH peroxdase (GPX), Lipoperoxide CMDA)，赤血球中のSOD
につき 12hr毎に経時的に，死亡又は156hrまで検討した。

•OH は電子磁気共鳴法により測定したが，酸素暴露で大きく変動した。GPX については50％酸

索暴露群に比し100％酸素暴露群で値の上昇する傾向が認められ， Hydrogenperoxide発生量の

増大が推測された。 MDAに関しては100％酸素暴露群のみで値の上昇する傾向が認められた。赤

血球SODに関しては酸素暴露による有意の変化を認めなかった。•OHの変動の機序は明らかで

はないが，その解明により •OH の測定が酸素中毒の発症の予防及び酸素治療の指標となり得る

事が示唆された。
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The purpose of this study is to evaluate the 

characteristics of oxygen toxicity. Rabbits were 

exposed to 50 or 100% oxygen and blood samples 

were obtained every twelve hours until 156 hours 

or death. Examined parameters were; Hydroxyl 

radical (•OH) production, GSH peroxidase (GPX), 
lipoperoxidase (MDA) in plasma and superoxide 

dismutase (SOD) in RBC. •OH production varied 
considerably by oxygen exposures which was 
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measured by electron spin resonance method. 

GPX increased more in the group which was 

exposed to 100% oxygen than those exposed to 

50% oxygen. This result suggested that there 

could be possible increase of hydrogen peroxide. 

Plasma MDA increased only in those exposed to 

100% oxygen, but SOD in RBC did not change 

significantly. 

The real mechanism of •OH change was not 
clear, however, •OH could be one of the indexes 
to predict oxygen toxicity. (author's abstract) 
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はじめに

臨床上患者の呼吸管理に酸素を使用する機会は

多い。高濃度酸素による酸素中毒の危険性は従来

より知られているが，患者のPa02低下の為にや
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Fig. 1 Oxygen exposure chamber 

むなく高濃度酸素を使用せざるをえない場合があ

る。またARDS(adult respiratory distress syn-

drome)のごとく酸素中毒がその一因と考えられ

ている疾患もある。酸素中毒発生の危険性を予知

する指標はまだ知られていないが，そのメカニズ

ムにはFree Radicalの関与が考えられてい

る1)。酸素中毒発生の指標を検討する目的でウサ

ギに高濃度酸素暴露を行い，血漿中の hydroxyl

radical, GSH peroxidase, lipoperoxide及び赤

血球中のsuperoxidedismutase (SOD)につき経

時的に測定し検討した。

実験方法

被験動物のウサギ（日本白色種，?;,2.0-3.0kg) 

15羽に対して高濃度酸素暴露実験を行った。 3群

に分けてA群8羽に対しては100％酸素暴露を行

ぃ， B群3羽には50％酸素暴露を行った。 C群は

control群として全経過をfollowする目的で4羽

を酸素暴露群と同じ方法で156hr大気圧空気下に

おける観察を行った。酸素暴露群はまずroomair 

(25士1℃)下で12hr毎に4回の control採血を

行った後（採血はすべてヘパリン採血）， アルミ製

（扉はアクリル製）酸素暴露用飼育室内で100％又

は50％酸素に暴露し， 12hr毎に採血し，その血漿

及び赤血球を検体とした。飼育室内の酸素濃度は

100％及び50％酸素を暴露中それぞれ99土1％及

び50士3％に保った。炭酸ガス濃度は1％以下に

維持したO Fig.1中の奥の箱が酸素暴露用飼育箱

で，採血時ウサギは写真のように固定器で固定し，

耳のみ外に出し頭側及び尾側をビニール袋で覆

い，酸素暴露を行いつつ耳静脈より採血した。血

液は採血後直ちに氷冷した真空採血管に注入し，

4℃,2000rpmで遠沈し血漿は2ml用真空採血管

に入れた。赤血球は生理食塩水で3回洗浄後蒸留

水で溶血させ， ethanolとchloroformで処理後遠

沈し上清をとった。両者とも測定まで一80℃で凍

結保存した。酸素非暴露のC群についても同様に

採血を行った。

Hydroxyl Radicalの測定には5.5-dimethyl-

N-oxide (DMPO)を使用したspintrapping法を

用いた。日本電子KK製ESR測定装置JES

FE2XGを用いた。 DMP020μlと血漿200μ1とを

混合後30secで測定した。測定条件はField

3350G士50G, Sweep time 30sec。Hydroxyl
Radical値としてはDMPO--OHのESR spec・

trumの4本線の内側2本の線高の平均値を内部
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Fig. 2 ESR spectra of DMPO--OH 
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Fig. 3 Hydroxyl radical variation 

control in air 

of 

標準のMnの線高で徐した値をHydroxylRadi-

cal値とした (Fig.2)。その値の酸素暴露後の変

動は個々のウサギにつき酸素暴露前の 4時点の

control dataのSDを以後のそのウサギの変動幅

の基準として解析した。

GSH peroxideはPaglia及びValentaineの方

法で2>, Lipoperoxideは八木法で3), SODは

Fridovichの方法で4)測定した。

但し全項目を測定出来なかった個体もあった。
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Fig. 4 Hydroxyl radical variation of 

50% 02 exposure group 

肺の肉眼的，組織学的検討を行う為， 100％酸素暴

露ウサギは死亡後速やかに，また50％酸素暴露ウ

サギ及びcontrolウサギはネンプクール静注で薬

殺し，経気管的に肺に緩衝ホルマリンを注入し固

定した後解剖した。

結 果

100％酸素暴露でウサギは暴露後144hr以内に

全例 (n= 8)死亡した。酸素非暴露群 (n= 4) 
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Fig. 5 Hydroxyl radical variation of 

100% O, exposure group 

)-l mol/ml mln 

------------------_ ---------·•—-- -
[ 12 24 36 48 60 ?2 8 4 96 1 OB 1 23 i 32 1 44 i 55 

hr 

Fig. 7 GSH peroxidase of 50% 02 expo-

sure group 
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Fig. 9 Lipoperoxide of control in air 
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Fig. 6 GSH peroxidase of control in 

air 
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Fig. 8 GSH peroxidase of 100% 02 

exposure group 
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sure group 
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Fig. 11 Lipoperoxide of 100% 02 expo-
sure group 

及び50％酸素暴露群 (n= 3)では死亡例は無か
った。血漿HydroxylRadicalは酸素非暴露ウサ

ギ (n= 3のみ測定）においては156hr(1例は

144hr)後までそれぞれのウサギの controldata 

のmeanより 2SD以内の変化を示し有意の時間

変動はなかったが， 100%,50％酸素暴露（それぞ

れn=5,n=3)では血漿HydroxylRadicalの

経時的増減の変動幅が各ウサギの controldata 

に比し 2SD（図中破線で示す）以上を示し，非暴

露ウサギに比し有意に大であった。また100％酸素

暴露ウサギでは50％酸素暴露に比し変動幅の大き

い個体がみとめられた (Fig.3, 4, 5)。

GSH peroxidaseは100％酸素暴露群 (n= 5) 

において control群(n= 4)に比し値の上昇傾向

がみられる個体が認められたが上昇し始める時期

及び上昇patternには個体差が認められた。また

50％酸素曇露群 (n= 3)では値の上昇傾向が認
められる個体と，認められない個体とがあった

(Fig. 6, 7, 8)。（以下図中破線は酸素暴露前con・

trolのmean±2SDの範囲を示す。）

Li po peroxideも100％酸素暴露群において他群

に比し高値となる例が認められた (Fig.9, 10, 

11)。

赤血球SODの酸素暴露前control値は4.3X

10圧 l.3Xl伊U/gHb (mean士SD)であった。酸

素暴露後もこの範囲内での変動を示し，各群間に

有意の差は認められなかった。

また100％酸素暴露群の死亡時の肺の病理組織

学的所見では欝血，肺胞内浮腫，硝子膜形成，肺

胞壁の肥厚，出血巣の散在が認められた。 50％酸

素暴露群の暴露後156hrの肺では軽度の欝血以外

の所見は認められなかった。

考察

血漿HydroxylRadical値は酸素暴露により変

動が増大した。血漿で測定される FreeRadical 

は脂質又は蛋白質遊離基の型で存在するものと考

えられる5)。高濃度酸素暴露は脂質の自動酸化を

進行させることなどにより FreeRadical発生量

を増大させることが推測された。但しその増減の

経時的変化patternには一定の傾向は認められな

かった。血漿HydroxylRadicalの増減の機序と

して HydoxylRadicalの発生量と scavenger量

等の FreeRadical消去系との balanceに基づい

た変化を反映している可能性がある。 Hydroxyl

Radicalそのものに関与している scavengerにつ

いては今回検討出来なかったが， HydroxylRadi-

calと同様に毒性の強い活性酸素である superox-

ide radicalのscavengerである赤血球SODに関

しては各酸素暴露群間に有意の差を認めなかっ

た。 Hydrogen peroxideのscavengerである

GSH peroxidaseについては50％酸素暴露群に比

し100％酸素暴露群で値の上昇する傾向が認めら

れ， Hydrogenperoxide発生量の増大が推測され

たものの Hydroxyl Radicalの変動を推測する

dataを見いだすまでにはいたらなかった。さらに

今後の検討を要する。

また GSHperoxidase, Lipoperoxideに関して

は100％酸素暴露群において値の上昇傾向のある

例が認められた。 50％酸素暴露群ではGSHper-

oxidaseで上昇例は 3例中 1例と少なく，

Lipoperoxideでは上昇例が無いことは，50％酸素

暴露では死亡例がなかったこと，肺の組織所見と

あわせ考えて，活性酸素による障害が少ないこと

を示唆している。血漿HydroxylRadical値の酸

素暴露による変動の機序を解明出来れば，

Hydroxyl Radicalを測定することに有用性が存

することを示唆できるものと思われる。

稿を終わるにあたり HydroxylRadicalまたは

GSH peroxidaseの測定にご協力頂きました日本

電子kk 河野雅弘氏及び東京都環境科学研究所

川井利雄氏に感謝いたします。
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